Expresión de cuatro genes de defensa en dos variedades de tabaco (Nicotiana tabacum L.) frente al virus del mosaico del tabaco (TMV) by Pérez, Sandra et al.
Rev. Protección Veg. Vol. 24 No. 1 (2009): 29-34
EXPRESIÓN DE CUATRO GENES DE DEFENSA EN DOS VARIEDADES
DE TABACO (Nicotiana tabacum L.) FRENTE AL VIRUS DEL MOSAICO
DEL TABACO (TMV)
Sandra Pérez*, D. Cabezas*, O. Chacón**,  Evelyn Valera*, O. Borras***
y Ondina León****
*Departamento Biología Sanidad. Facultad de Agronomía. Universidad Agraria de La Habana
“Fructuoso Rodríguez Pérez” (UNAH). Carretera de Tapaste y Autopista Nacional. San José de las Lajas,
La Hababa, Cuba. Correo electrónico: sandra@isch.edu.cu; ** Instituto de Investigaciones del Tabaco.
San Antonio de los Baños, La Habana, Cuba; ***Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (CIGB).
Ciudad de La Habana, Cuba; ****Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), Apartado 10,
San José de las Lajas, La Hababa, Cuba
RESUMEN: El virus del mosaico del tabaco (Tobacco Mosaic Virus, TMV) se considera económicamente
importante en el mundo. El presente trabajo se realizó con el objetivo de evaluar la expresión de
secuencias representativas del genoma de N. tabacum, en dos variedades del germoplasma de tabaco
cubano (BHmN y Corojo) con comportamientos contrastantes en la interacción con el TMV. Las muestras
de hojas se tomaron a las 0, 48 horas y siete días después de la inoculación para proceder a la extracción
del ARN total según el método del Trizol. Los cebadores se diseñaron utilizando secuencias de genes
relacionados con la defensa de las plantas frente al ataque del TMV para analizar la expresión de los
mismos a través de la RT-PCR. Como resultado se obtuvo que a los siete días, posterior a la inoculación
se observa una expresión de la b 1,3 glucanasa en ambas variedades siendo mayor en la resistente. La
quitinasa se induce en la variedad resistente a las 48 h pero a los siete días ya no hay expresión. La
proteína fosfatasa serina-treonina y la de choque térmico (HSP) se expresan en ambas variedades en
los diferentes tiempos probados aunque la expresión es ligeramente mayor en la variedad BHmN. Se
observó en este estudio la inducción de la b 1,3 glucanasa en plantas de N. tabacum inoculadas con el
TMV asociada posiblemente a mecanismos defensivos como la respuesta hipersensible y la resistencia
sistémica adquirida.
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EXPRESSION OF FOUR DEFENSE GENES AGAINST TOBACCO MOSAIC VIRUS
(TMV) IN TWO VARIETIES OF TOBACCO (Nicotiana tabacum L.)
ABSTRACT: Tobacco Mosaic Virus (TMV) is an economically important disease infecting crops
worldwide. The objective of the present work was to evaluate the expression of representative sequences
from N. tabacum genome in two Cuban tobacco varieties (BHmN and Corojo) with a different behavior
in the pathogenic interaction. Leaf samples were taken at 0, 48 hours and seven days after virus
inoculation to proceed with the total RNA extraction (Trizol method) and the primers were designed
using sequences of tobacco defense genes to analyse their expression by RT-PCR. At seven days after
inoculation, a b 1,3 glucanase expression was observed in both varieties, which was higher in the resistant
one. Chitinase was induced at 48 h in the resistant variety with no expression seven days after inoculation.
Phosphatase serine-threonine and the heat shock protein were expressed in both varieties at all the
time tested; however the expression was a little higher in BHmN variety. In this study, the induction of
b 1,3 glucanase in N. tabacum plants inoculated with TMV was likely to be related to the hypersensible
response and the acquired systemic resistance.
(Key words: tobacco mosaic virus; expressed sequences; tobacco)
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INTRODUCCIÓN
El tabaco (Nicotiana tabacum L.) es uno de los pro-
ductos de mayor demanda en el mundo y es objeto de
gran intercambio comercial. En Cuba, la producción
tabacalera ocupa un lugar cimero en la economía por
ser una de las principales fuentes de ingreso (1).
Este cultivo es afectado por múltiples enfermeda-
des, entre las que se incluyen el moho azul
(Peronospora hyoscyami F. sp. tabacina), la pata prieta
(Phytophthora nicotianae Breda de Haan) y el mosai-
co del tabaco. El uso de variedades resistentes se
considera una de las tácticas fundamentales para el
control de estas enfermedades y por ende los progra-
mas de mejoramiento en nuestro país a partir del cru-
zamiento genealógico o el cultivo de anteras persi-
guen este fin (2).
El virus del mosaico del tabaco (Tobacco Mosaic
Virus, TMV) tiene una amplia distribución en el mun-
do y se considera económicamente importante. In-
fecta a más de 199 especies diferentes de plantas
pertenecientes a 30 familias (3). En Cuba se detectó
a mediados del siglo pasado y provocó importantes
pérdidas (más del 50% de la producción) en las pro-
vincias de La Habana y Pinar del Río (4).
La comprensión de los procesos fisiopatológicos
en la interacción de las plantas con los virus continúa
siendo un reto, pues no está esclarecido totalmente
como la infección viral influye en la bioquímica y la
fisiología de las células y tejidos de las mismas. Un
mejor entendimiento de la expresión de los genes de
las plantas hospedantes asociados a la interacción
de estas con los virus podrá revelar detalles significa-
tivos de los mecanismos de respuesta a estos
patógenos (5).
Por todo lo planteado se propone como objetivo
de este trabajo evaluar la expresión de secuencias
representativas del genoma de N. tabacum con el pro-
ceso defensivo en genotipos de tabaco (N. tabacum)
resistentes y susceptibles al virus del mosaico del ta-
baco.
MATERIALES Y MÉTODOS
Para evaluar la expresión de proteínas relaciona-
das con la defensa, se sembraron semillas de dos
variedades cubanas de tabaco (N. tabacum), una re-
sistente al TMV, la BHmN (variedad Burley)(6) y otra
susceptible, la Corojo (variedad de tabaco Negro) (7),
en una casa de cristal, del Centro Nacional de Sani-
dad Agropecuaria (CENSA), siguiendo las instruccio-
nes del Instructivo Técnico del Tabaco (8).
Inoculación del TMV
La inoculación se realizó con un aislamiento del
TMV procedente de la variedad Corojo sembrada en
el Instituto de Investigaciones del Tabaco (IIT). Las
hojas infectadas con TMV se maceraron en solución
Fosfato de sodio 0,02 M (pH 6) con una proporción
de 1:2 (por cada gramo de tejido infectado se aplican
2 mg.mL-1 de solución) y luego la suspensión fue apli-
cada sobre la superficie de las hojas intermedias (tres
hojas como mínimo) de las variedades selecciona-
das. Las hojas inoculadas se habían frotado previa-
mente con carborundum. La inoculación se realizó a
una temperatura promedio de 25oC y las plantas te-
nían 30 días.
Las muestras de hojas se tomaron a las 0 h, 48 h y
siete días después de la inoculación. Se colectaron tres
muestras y tres testigos por cada una de las varieda-
des para proceder a la extracción del ARN total utili-
zando 1,3 mL de Trizol por cada 100 mg de tejido (9).
Síntesis de la primera cadena de ADNc
La primera cadena del ADNc se sintetizó utilizan-
do el juego de transcripción reversa (10), para lo cual
se preparó una mezcla que contenía 1,0 mg.mL-1 de
ARN total, solución de la primera cadena 10x 25mM
de MgCl2, 10 mM de dNTPs, 40 unidades.mL
-1 de
RNasin Inh, 0,5 mg.mL-1 de oligo(dT), 25 unidades.mL-1
de la transcriptasa reversa AMV y 4,5 mL de agua
desionizada. El programa GeneAmp 9700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) se utilizó con un paso
de 10 min a 70oC y otro de dos horas a 42oC para la
síntesis de la segunda cadena.
Análisis de los niveles de expresión de los genes
seleccionados por RT-PCR
Los cebadores se diseñaron mediante el progra-
ma Primer Express 2.00 (Applied Biosystems Soft-
ware) utilizando cinco secuencias únicas provenien-
tes de una genoteca de ADNc de N. tabacum (11)
(Tabla 1).
Para la RT-PCR se preparó una mezcla que con-
tenía 1 mg.mL-1 de ADNc, solución de la primera ca-
dena 10x, 25mM de MgCl2, 10 mM de dNTPs, 5
unidades.mL-1 de Taq polimerasa y 21,5 mL-1 de agua
desionizada. La concentración de cada cebador (di-
recto e inverso) en la mezcla fue de 2 mM. Se realiza-
ron tres repeticiones por cada gen.
El programa de amplificación incluyó un ciclo de
cuatro min. a 94oC, 30 ciclos de 30 seg. a 94oC, 30 seg.
a 58oC, 1,5 min. a 72oC y por último un ciclo de cuatro
min. a 72oC. Los resultados fueron visualizados en geles
de agarosa al 2% teñidos con bromuro de etidio.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
La inoculación con TMV de dos variedades cuba-
nas de tabaco dio como resultado a las 48 horas le-
siones relacionadas con la respuesta hipersensible
(Hypersensible Reaction, HR) en la variedad resis-
tente como se observa en la Figura 1.
FIGURA 1. Lesiones de la HR en la variedad BHmN./ HR
lesions in BHmN variety.
La reacción incompatible producida en la
interacción N. tabacum variedad BHmN-TMV provo-
có lesiones necróticas que se intensificaron a partir
de los siete días posterior a la inoculación. Este resul-
tado se corresponde con los experimentos realizados
por Levy et al. (12) donde la infección producida por
el TMV en plantas de tabaco que tienen el gen N acti-
varon la HR entre las 40 y las 48 horas después de la
inoculación, y las partículas del virus quedaron res-
tringidas inmediatamente en la región rodeada por las
lesiones necróticas.
Para analizar la expresión de los genes relaciona-
dos con la defensa se realizó la RT-PCR. Los resulta-
dos de esta expresión se muestran en la Figura 2. El
transcripto que codifica para la b 1,3 glucanasa no se
induce a las 48 horas en las dos variedades estudia-
das. Sin embargo, a los siete días se observa la ex-
presión tanto en la variedad susceptible como en la
resistente, aunque en esta última es mayor. Este re-
sultado podría explicarse porque al aumentar la se-
veridad de las lesiones necróticas los niveles de áci-
do salicílico se incrementan y esto se relaciona con la
mayor expresión de esta proteína pues este compues-
to es un inductor de las PR-2. La síntesis de ácido
salicílico aumenta después de la HR y esto conlleva a
la activación de la Resistencia Sistémica Adquirida
(SAR, Systemic Adquirid Resistense) a través de toda
la planta, mecanismo que activa un conjunto de genes
entre los que se encuentran las PR-2 (13).
En este sentido, Verberne et al. (14) obtuvieron
expresión de la b 1,3 glucanasa a partir de los tres
días de inoculadas las plantas de tabaco con TMV
con un incremento hasta los 10 días asociando este
resultado con la SAR y los niveles elevados de ácido
salicílico.
Otros autores, entre ellos Tiryaki y Tunaz (15), plan-
tearon que las PRs se asocian con la iniciación de la
SAR. Estas proteínas según van Loon et al. (16) se
acumulan después del ataque del patógeno y funda-
mentalmente las PR-1, PR-2 y PR-5 se relacionan con
TABLA 1. Cebadores diseñados para la RT-PCR en variedades N. tabacum./ Primers designed for RT-PCR in N. 
tabacum varieties 
 
 Longitud (pb) Secuencia del cebador 
ARNr   
Directa 22 5’CACGGACCAAGGAGTCTGACAT3’ 
Inversa 22 5’TCCCACCAATCAGCTTCCTTAC3’ 
ß 1,3 glucanasa   
Directa 24 5’GCCAGATTTCTCTCCCCTATTCTC 3’ 
Inversa 24 5’ACTCTCGGACACAACAATCCCTAC 3’ 
Quitinasa   
Directa 24 5’GGGTTACTGCTGGCTTAGAGAACA3’ 
Inversa 24 5’TGTTTAGGAGGTCCACTCCTATGG3’ 
Proteína de choque térmico   
Directa 22 5’GCTGCCAATGAAACTACAGGAC3’ 
Inversa 22 5’GCAGCTCTAGCACCAAGATTCA3’ 
Proteína fosfatasa serina-treonina   
Directa 22 5’CACTTTCAGGTTGCAGAACGAG3’ 
Inversa 22 5’CTGCTGTCTCGGCATACTGTTT3’ 
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la respuesta de la SAR correspondiéndose este plan-
teamiento con los resultados de este estudio donde
la PR-2 se indujo a los siete días después de la ino-
culación.
En las infecciones virales la función biológica que
pudiera realizar esta enzima en la respuesta de de-
fensa de N. tabacum frente al TMV aún no esta escla-
recida. Algunos autores como Boevink y Oparka (17)
consideran que después de los seis días debe co-
menzar el bloqueo o sellado de los plasmodesmos
para evitar que el virus ingrese al sistema vascular y
colonice exitosamente la planta. En este momento la
inducción de las glucanasas aumenta, pues la acu-
mulación de calosa debe incrementarse para actuar
como una barrera protectora y sellar los
plasmodesmos y de esta forma limitar el movimiento
célula-célula del virus.
La expresión diferencial de la b 1,3 glucanasa tan-
to en la variedad resistente como en la susceptible a
los siete días posterior a la inoculación es similar a
los resultados obtenidos por López (18) quién obser-
vó inducción de PRs tanto en la variedad susceptible
como en la resistente de Saccharum spp. inoculadas
con Puccinia melanocephala H & P. Sydow y afirmó
que la acumulación de esta proteína no está restringi-
da a las plantas resistentes. Sin embargo, el tiempo
de aparición y la magnitud de la inducción puede dife-
rir influyendo en la reacción de defensa.
Las investigaciones sobre las b 1,3 glucanasas en
la interacción planta-virus son limitadas, por lo que este
trabajo es una contribución al conocimiento de las fun-
ciones de esta PR en dichas respuestas de defensa.
La quitinasa, se expresa levemente en la variedad
resistente a las 48 h, pero a los siete días ya no hay
expresión de la misma. Este resultado puede estar
indicando su vinculación con la muerte celular, resul-
tado que ha sido informado en esta interacción, para
esta proteína y en este tiempo (48 h) (19, 20).
La leve expresión de la quitinasa en la variedad
susceptible a las 48 horas puede deberse a su fun-
ción en la movilización de nutrientes hacia los tejidos
dañados por el virus o en la protección contra los da-
ños celulares provocados por el virus (21). A las 48
horas el virus se está moviendo célula-célula por lo
que su síntesis se ha completado encontrándose ya
en el sistema vascular de la planta.
Elvira et al. (22) en plantas de Capsicum chinense
L. infectadas con el virus del moteado del pepino en-
contraron acumulación tanto de la b 1,3 glucanasa
como de las quitinasas en la interacción compatible,
lo que indicó una diferencia en la regulación de la
expresión debido a la complejidad de la interacción
planta-virus.
Los transcriptos que codifican a la proteína
fosfatasa serina-treonina y a la proteína de choque
térmico (HSP) se expresan en ambas variedades en
los diferentes tiempos probados aunque la expresión
es ligeramente mayor en la variedad BHmN. La de-
tección de ambas proteínas incluso en el tiempo 0
provee evidencias de que pueden encontrase de for-
ma basal  en N. tabacum, lo cual confirma los análisis
realizados por Tyrell et al. (23) con la proteína de cho-
que térmico 101 (HSP101) en plantas de Nicotiana
benthamiana infectada con TMV donde la expresión
de esta proteína no varió en el tiempo.
En la presente investigación es probable que la
función de la proteína fosfatasa serina-treonina, al
igual que la de choque térmico sea fundamentalmen-
te de señalización y que los genes de resistencia es-
tudiados codifiquen receptores que interactúen con
elicitores específicos (como el ácido salicílico) y cuan-
do la señal se percibe por esta y otras proteínas pre-
sentes en la planta, los productos de los genes R ac-
tiven las respuestas de defensa.
En lo referente al transcripto control ARNr 18S
mostró similar señal en todos los tiempos y varieda-
des probadas.
FIGURA 2. Análisis de la RT-PCR que muestra la expre-
sión temporal de los transcriptos en dos variedades de ta-
baco a las 0, 48 h y 7 días después de la inoculación con
TMV. (1) ß 1,3 glucanasa, (2) Quitinasa, (3) Proteína de
choque térmico, (4) Proteína fosfatasa serina-treonina, (5)
ARNr 18s; (A) Corojo (Susceptible), (B) BHmN (Resis-
tente)./ RT-PCR transcript temporal expression analysis in
two tobacco varieties at 0, 48 h and 7 days after TMV
inoculation. (1) ß 1,3 glucanase, (2) Chitinase, (3) Heat
shock proteins, (4) Serine-treonine phosphatase protein,
(5) ARNr 18s; (A) Corojo (Susceptible), (B) BHmN
(Resistant).
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Los estudios sobre el genoma del TMV y el uso de
los virus como herramientas moleculares, represen-
tan vías prometedoras y poderosas de investigación.
El presente trabajo profundiza en los conocimientos
fisiopatológicos y los resultados obtenidos brindan al-
gunos elementos para caracterizar el germoplasma
cubano de tabaco en cuanto a la genotipificación y
expresión de genes de defensa ante la infección viral,
que pudieran emplearse en los programas de selec-
ción asistida por marcadores y en el aislamiento de
nuevos genes de interés.
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